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摘要
第一章主要介绍香豆素类衍生物通过激活 p38和 JNK通路调控 Nur77依赖
的细胞凋亡。香豆素化合物是从植物中提取的天然产物，具有包括抗肿瘤效应在
内的广泛药理学活性，但这类化合物的抗肿瘤活性作用机制还不太为人所知。在
本文中，我们首次发现香豆素类化合物 Apaensin可以诱导肿瘤细胞凋亡，这种
凋亡效应是通过激活 JNK和 p38MAPK激酶调控Nur77-Bcl-2凋亡信号通路实现
的。我们发现在用 JNK和 p38抑制剂抑制 JNK和 p38MAPK的表达后，Apaensin
所诱导的肿瘤细胞凋亡效应有所减弱，且用 siRNA技术抑制 Nur77的表达后也
可以削弱肿瘤细胞的凋亡。进一步研究表明，Apaensin激活的 JNK可以磷酸化
Nur77，促进 Nur77出核。尽管 Nur77的出核并不需要 p38的激活，但是 p38的
激活促进了 Nur77在线粒体上与 Bcl-2的相互作用，改变 Bcl-2的构像从抑凋亡
蛋白变成促凋亡蛋白，从而诱导肿瘤细胞发生凋亡。综上所述，我们发现了香豆
素类化合物 Apaensin激活 JNK和 p38MAPK并以一种独特方式诱导肿瘤细胞通
过 Nur77-Bcl-2凋亡通路走向死亡。
第二章主要介绍核受体调节剂的高内涵筛选模型的构建。核受体是一种受配
体调节的转录因子，在配体的作用下发挥着与细胞的生长、分化、分裂、凋亡等
多种生理功能相关的重要作用。因此，开发一种高效率的核受体调节剂的药物筛
选模型有助于先导化合物的发现并加速新药的研发。目前，高通量药物筛选技术
层出不穷，而高内涵筛选技术是在高通量基础上的进一步发展，该技术可以在细
胞水平上进行药物筛选，开启了药物筛选的新局面。本文中，我们初步探索了两
个核受体的药物筛选模型。核受体 ERα 通过与 GRα 相融合形成一个新的融合
蛋白，在配体的调节下可以实现质、核转移，从而实现药物的筛选。先前的研究
已经发现核受体 Nur77 在凋亡因子作用下可以向线粒体定位，通过筛选使
Nur77LBD定位到线粒体的化合物，从而实现 Nur77调节剂的筛选。综上，我们
初步建立了核受体 ERα 和 Nur77的高内涵药物筛选模型，这为我们进一步进行
药物筛选及核受体研究奠定基础。
关键词：香豆素；JNK；p38；Nur77-Bcl-2 apoptosis；HCS；ERα；Nur77LBD
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Abstract
Chapter one describes induction of Nur77-dependent apoptotic pathway by a
coumarin derivative through activation of JNK and p38MAPK. Coumarins are nature
products derived from plant, and it has a broad range of pharmacological activities
including anticancer effects. However the anticancer molecular mechanisms of this
compound remain largely unknown. In this paper, we first find that apaensin could
induce cancer cell apoptosis in which through activated JNK and p38MAPK modulate
Nur77-Bcl-2 apoptosis singal. When we use chemical inhibitors of JNK and
p38MAPK, the apoptosis induced by apaensin in cancer cells was suppressed. Also，
when we inhibited the expression of Nur77 by small interfering RNA(siRNA) , the
death effect of apaensin induced is reduced significantly. Further study indicated that,
activated JNK by apaensin could phosphorylate Nur77 and promote Nur77 transfer to
cytoplasm. Even Nur77 transfer to cytoplasm does not need activated p38, but
activated p38 promoted Nur77 interacted with Bcl-2 in mitochondria, and changed the
structure of Bcl-2, finaly induced cancer cell apoptosis. From the above, our results
suggest apaensin activated JNK and p38MAPK and induced cancer cell apoptosis
though Nur77-Bcl-2 apoptosis signal.
Chapter two describes the construction of High content screening model of
nuclear receptor modulators. Nuclear receptor is a transcription regulator regulated by
ligands which play an important role in cell growth, differentiation, split and
apoptosis. So, it is contribute to find lead compound and accelerate drug development
of develop an effective nuclear receptor modulators screening model. At present, high
throughput screening emerge in endlessly. High content screen is the further
development of HTS. This technology can make drug screening at the cell level,
opened up a new situation of drug screening. In this chapter, we preliminary explored
the drug screening model of two nuclear receptors. We merged ERα and GRα to form
a new fusion protein, under the regulation of ligands can implement nuclear transfer,
so as to realize the screening of drugs. Previous studies have found that Nur77
transferred to mitochondria under apoptosis factors. So we developed a Nur77
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X
modulators screening model which based on its mitochondrial location. In conclusion,
we have established ERα and Nur77 high content screening model, this lay a
foundation for drug screening and nuclear receptor studying.
Key words：Apaensin；JNK；p38；Nur77-Bcl-2 apoptosis；HCS；ERα；Nur77LBD
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第一章 香豆素类衍生物通过 p38和 JNK通路的激活调控 Nur77
依赖的细胞凋亡
第一节 前言
1.1 核受体简介
核受体是真核生物体内广泛分布的重要的转录因子，其家族成员众多，由
48个基因编码的 200多个蛋白质组成[1]。核受体在体内很多关键的生理和病理活
动中具有重要的作用，其功能性障碍将会导致一系列疾病，如心血管疾病、糖尿
病、肿瘤和老年痴呆等[2]。根据天然配体的不同核受体可以分为三大类，第一类
是类固醇激素受体，包括糖皮质激素受体、盐皮质激素受体、雌激素受体、孕激
素受体及雄激素受体等，第二类是非类固醇激素受体，包括甲状腺激素受体、维
甲酸受体和维生素 D3受体等，第三类是孤儿受体，包括 Nur77、COUP-TF等[1-4]。
核受体在药物开发中占有着很重要的地位，目前临床使用的药物中有 13%的药物
是以核受体为靶点的药物，核受体拥有药物小分子结合区域，可以结合经药物设
计而被修饰的小分子化合物，从而调控一些相关的疾病，因此，核受体是药物开
发的良好靶点。本文就是以 Nur77为靶点进行的药物靶向功能研究。
核受体的结构基本相同，可以分为六个部分[5](图 1) ，N端包括 A区和 B区，
该结构域的长度可变，大约由 50-500个 AA组成，配体非依赖性的转录激活结
构域(AF-1) 就位于该区。另外我们将 DNA结合区(DBD区) 称为 C区，该区结
构比较保守，包括两个锌指结构 [13]：锌指Ⅰ(C-X2-C-X13-C-X2-C) 和锌指
Ⅱ(C-X5-C-X9-X2-C) 。DNA铰链区 (D区) 结构上比较短而且不保守，位于 C
区和 E区之间，起到连接 C区和 E区的作用，核定位序列就位于该区。最后是
位于 C端的 E区，即配体结合区，该区序列高度保守，包扩配体依赖性的转录
激活域(AF-2)，负责转录调节作用，12个α螺旋组成该区的二级结构。在 E区的
C端还有 F区，但是 F区只存在于某些核受体中，该区序列高度可变，然而结构
和功能还有待进一步阐明。
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图１ 核受体结构示意图[5]
1.2 孤儿核受体 Nur77
孤儿核受体是一类到目前为止还没有发现其相应配体的核受体。Nur77 (也
称 TR3/NGFI-B/NAK1) 是由立早基因 NR4A1编码的孤儿受体，它可以被血清及
各种生长因子如表皮生长因子、血小板生长因子、神经生长因子、成纤维细胞生
长因子或佛波脂等诱导表达，参与细胞的生长、发育、分化和凋亡等过程[6-9]。
1.2.1 Nur77的发现及分子结构
在 1985年，Lau等人发现处于静止期的小鼠纤维母细胞经血清和生长因子
处理后，细胞周期发生了 G0/G1期转换，有一些基因被诱导表达，他们因此认
为这些立早基因和生长因子及某些促癌因子引起的细胞增殖有关[10]。随后，在这
些立早基因构成的 DNA 文库中，他们克隆并鉴定出 3CH77 基因，命名为
Nur77[11]。1989年，Chang等，从人前列腺肿瘤细胞的 cDNA文库中成功克隆出
Nur77。在后来的研究中也相继有人发现了其它同源物，比如大鼠的同源物
NGFI-B[12]。其它同源物还有 NOR-l、Nurrl、NOT等[12,13]。
Nur77在结构上具备典型的核受体特征。N端不依赖配体的转录激活结构域
AF-1；中部保守的 DNA结合域 (DNA-bindingdomain，DBD)；连接 DBD区和
LBD区的铰链区，其中含有核定位序列 (nuelearlocalizationsignal，NLS)；C端
保守的配体结合域 (ligand-bindingdomain，LBD) 和依赖于配体的转录激活结构
域 AF-2[14](图 2)。
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图 2 Nur77结构示意图[14]
Nur77主要在 N端发生磷酸化修饰，其中 AF-1结构域激活转录是通过募集
其它转录因子而实现的[15]。辅激活因子 P160家族 (SRC-1，2，3) 主要是通过
AF-1结构域调控 Nur77的转录激活[16]。两个高度保守的锌指结构位于 DBD区，
用来调控 Nur77和 DNA应答元件的结合。C端含有 4个结构不同但功能相关的
结构域: (l) 二聚化结构域，负责调控同源或异源核受体 LBD间的结合; (2) 配体
结合域 (ligand-binding pocket，LBP)，可以与脂溶性的小分子结合; (3) 辅调节因
子结合域，主要与调控转录活性的蛋白复合物结合; (4) 转录激活结构域 AF-2，
主要募集辅激活因子或辅抑制因子并且调控配体依赖的转录激活[17]。
1.2.2 孤儿核受体 Nur77的生物学功能
1.2.2.1 Nur77的转录激活功能
靶基因启动子上的特异 DNA序列能够被许多核受体识别，我们称这些特异
的DNA序列为激素应答元件(hormone response element，HRE)。孤儿核受体Nur77
既可以以单体形式结合到应答元件 NBRE(NGFI-B response element，序列为
5’-AAAGGTCA) [18]，也可以以自身形成同源二聚体或者和其它核受体以异源二
聚体的形式结合到应答元件 NurRE (Nur77 response element，序列为 5’-TGAT-
ATTTX6AAATGCCA) 。有报道，在 9-cis-RA作用下，Nur77可与 RXR以头尾
结合(“head to tial”) 的方式形成异源二聚体并结合到 DR-5(direct repeats-5) 序列
上，激活转录(图 3) 。
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